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Peptides capables dlnhiber les Interacttons entre des antf g6nes et les tympbocytes T4, prodults end en sont dfertvto et 
leurs applications. 

^invention concerne un polypeptide ayant ta capacity 
d'inNber l interaction du vfrus tenu pour responsabte du StOA 
avec les r6cepteurs T4 portes par les lymphocytes T4. Ce 
peptide est chotsi panm cetix qui son! represents parn»l les 
formules generates : 

X R F DS Z 

X SDFR Z 

X SOAR Z 

X R A D S 2 

dans lesqueltes X est un atome d'hydrog^ne ou un groupe 
peptidique. Z est OH ou un groupe peptidique. et les autres 
lettres designent des amtnoacides sp^dfiques (nomenclature 
de dfesi^iion a une (eltre des afrtnoacides|. 
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Description 

Peptides capables dTinhiber les Interactions entre des anttgfenes et tes lymphocytes T4. produrts qui en sont 

derives et leurs applications 

L'invention concerne des peptides derives des antigenes de HLA de classe It. de Tantigene T4 et de 
5 proteines HIV capabtes d inhiber tes cooperatiorts cenutatres entre tes macroptiages. les lymphocytes el les 
lymphocytes B. 

L'invention concerne en particulier des peptides ayant la capacite d inhiber Unteraction du \nrus tenu pour 
responsabte du SIDA (syndron^ dlmmunodfeficience acqutse) avec les recepteurs T4 porles par les 
lymphocytes T4 et. plus generatement d'ejtercer un ellet immurK>modulaleur a regard des interactions entre 

10 les macrophages et les lymphocyles'T auxiliaires. d une part, et ces derniers et les lymphocytes B. d-autre 
part, des lors que ces interactions sont normalement m^i&es par des recepteurs lymphocytaires codes par 
des complexes majeurs d'autohistocompatibilit^ de classe II (antig6r>es HLA de classe II chez Thomme). En 
d'autres termes. Tinvention conceme plus particuli^rement des peptides capables de moduler les reponses 
cellutaires mettant plus particulidrement en jeu des antigenes susceptibles dinduire des repcmses 

15 Immunitaires normalement m^diees par des antig^s HLA de classe 11. p3r exemple du type HLA DR. 

Certains virus lymphotropes rnterlferenl avec ces rfeponses cellulalres. en particulier des virus tenus pour 
responsables du SIDA. 

De tels virus ont ete isotes par plusieurs equipes. lis on! 6t6 destgnes sous des abreviations drverses : LAV. 
HTLVHtl. ARV2. etc.. Ces virus, denommes ci-apres sous Tabreviation la phis generate HIV (anciennement 
2Q LAV/HTLV 111), pos^edent en effet un tropisme sp6cifique pour les lymphocytes T4. L'acces du virus aux 
lymphocytes T4 pe'ut cependant etre bloqu6 rn vitro, lorsque ces derniers ont au prealable et£ ihcub^ en 
presence d'anticorps monoclonaux (par exemple ceux commercialisms . par la firme ORTHO sous la., 
designation OKT4) qui bloquent les r§cepteurs T4 de ces lymphocytes. C*est par rSferertced la capacitd de 
ces anticorps nionoclpnaux de bloquer ces sites T4, qull sera fait plus particulierement reference dans ce qui 
25 suit, a raffinite des virus LAV pour les recepteurs T4 des lymphocytes T4. 

Les antigenes mettant en jeu des antigenes inducteurs de reponses immunilaires relevant des antigenes 
HLA de classe U r>e sont evidemment pas limites a ceux presents dans des virus HIV. On mentionnera. a titre 
d'ex^niple d6 ces autres antigenes les virus. de la grippe (influenza). d'Epstein-Barr. des rhinovirus, etc.» 
L'invention conceme ^galement diverses applications de ces peptides et des produits qui peuvent eh etre. 
30 derives. Par. "produits derives de ces peptides*, on entend des produits reconnus Immunologiquement par 
des anticorps qiA reconhaissent egalement ces peptides du. encore, des produits susceptibles d'exercer. 
sensiblement les rrtemes effels au niveau des susdites mediations ceUulan^es. 

A titre d'exemples d'appHcattons de ces peptides, on peut mentionner le diagrM>stic. voire te traitement ou la 
prevention des rnaladies contrdlees par les interactions entre les moleo^es HLA de classe II et Pantigene T4, • 
35. parmi leSqUieilles les maladies induites par HIV. 

D'autres applications de ces peptides peuvent s'adresser & la detection de ceux des antigenes qui sont 
susceptibles d'Muire des reactions bnmunitafres relevant de certaines categories d'antlgenes HLA de classe 
II. par exemple de HLA-DR. 
D'autres applications de ces peptides s-adressent. en variante. et lorsque le type d*antigene HLA 
40 susceptible de medter les reactions immunilaires tndurtes par un antigene determine, a leur utilisation dans 
des tests visant tk eludier in vitro Teffet fmmunomodulateur da substances a Tetude. 

Llnvention decoute de thypothese initiate f aite par tes inventeurs que Tmf ection des lymphocytes T4 par les 
virus LAV et te pouvoir pathogene de ces derniers tenaient a leur capadte dinterferer avec des sequences 
peptidiques coricernees appartenant aux antigenes regulant tes capacttes de reconnaissance par ces 
45 lyrnphocytes de ceDuIes porteuses de ces antigenes viraux, lorsque ceuxci leur sont presentes par les 
macrophages, par llntermediatre des recepteurs lymphocytaires approprtes. Parmi ces antigenes* on 
mentiormera plus particulierement ceux qui sont constitues par des comptexes majeurs d*auto-hlstocojmpat}- 
t»fite, comus sous I'expression anglaise *setf major histocompatibirrty complexes'* et Tabrevfation 
corresportdante MHO, qui sera souvent utitisee dans ce qui suit. l.es antigenes codes par te U&iC sont appeies 
50 HLA chez Thomme. 

Les fonctSons des divers types de lymphocytes T4 ou T8 Impfiquent des tnteractior>s avec tes molecules 
codees par te systeme MHG de classe 11 pour tes T4 et de classe t pour les T8. 

Leurs interactions respectives par^ssent mediees par des molecules auxiTiaires, parmi lesquefles des 
antigenes de differentiation T-ceOulaires (notamment antiger>es T4 et T8) et des molecules qui ont ete decrites 
55 comme facteurs potenttels d'adhe^on auoc cellules. Pour plus de detaHs. on peut se reporter aux put>lications 
de (11). (12) et (13) identifiees a la fin de la presente description. 

Les recherches qui ont abouti ^ la presente invention ont ete forKiees sur la recherche de sequences 
peptidiques qui pourraient etre tenues pour responsables des capadtes d*adhesion mutueDe. d*une part des 
lymphocytes T4 et, d*autre part, soit des antigeries MHC de classe II qui sont susceptftiles de les recorwialtre, 
60' soil des virus LAV, dont on presuppose qu'ils pounaient "mimer* Taction descBts antigenes vis-a-vis descfits 
lymphocytes. 

Ces hypotheses dyant ete posees. les inventeurs ont mis en evidence I'existence de sequerKes peptidiques 
communes aux chalr>es ct de nombreux antiger>es MHC de classe I, aux chaSnes p des antigenes da classe II et 



2 



0 226 513 



10 



15 



20 



A une prot§tne codabte par I'une des re^ns de lecture ouverte quefon retrouve dans ies genomes des 
cfiffferentes espdces de souches lAV qui ont 6t6 isolfees. La rm'se en 6videnco de cette sequence comrmme 
consistant en une sequence tfetrapeptidique Arg-Phe-Asp-ser est d'autant pfcis remarquable qu'eBe se trouve 
dans la seule region dliomologre connue a ce jour dans nombres des antig^es des ctesses I et It doni les 
sequences polypeptidiques partieDes ou totales onl k\e analyses (18) et (19). 

Dans ce qui suit, on fera souveni appel a la nomenclature officielte relative aux designations des 
aminoacides naturets par une letUe unique, nomenclature que ron rappelle CKlessous. 

M methionine 

L leucine 

I isoleucine 

V valine. 
F phenylalanine 
S sktrne 
P proline 
T threonine 
A alanine 

Y tyrosine 
H Nstidine 
Q ghJtamine 
N asparagine 
K lysine 
D acide aspartique 

E acide glutaminique 
C cysteine 
W tryptophane 
R arginine 
G glycine 

En consequence la sequence tetrapeptidique Arg-Phe-Asp-Ser est designee dans la nomenclature susdite 
par RFDS. 

Les sequences tetrapeptidiques codables par le genome de LAV sont conreiables d una phase de lecture 36 
ouverte pr6sente.dans la partie d'exlr6roit6 3' qui chevauche la "region de repetition tongue" (de I'ahglals 
•|ongtem)inalrepeatr).<^nslaregioniradugenome(20).nadej4et6suggW^^ . 
f«r la phase de lecture ouvertede la region d'extremite 3\ il pouvfiil y en a^^^ 

regulateur de transcription (21). soil inlerviendrait dans ta cytotoxicite d regard des celMes T (20). En 
. particulier une protferne F (p27) a ete mfee en evidence par Allan et al dans Sdence. 15 novembre 1985 230^ J5 
p. 813. Cette proteine F contlent la sequence RFDS. ' — ^ 

Plus particulierement encore, on observe un dipeptide commun EL situe dans la meme region d*homc>Iogie 
dans de nombreux ahtigenes de classe II et dans ta sequence peptidique codable coricemee des virus LAV, et 
d la meme distance (9 residus aminoaclde les separent) de la sequence tetrapeptidique precederite du cote'de 
rextremite C-temiinate de.celle-ci, tanl dans les anligenes de classe II que dans lesdites sequences codables 40 
du genome de LAV. Ce dipeptide est wxistant dans les regions d'homologie con-espondantes des antiqenes 
de classe I. 

De meme. on observe frequemment, du c6ie de Pexlremite N-termirrale du tetrapeptide une sequence 
dipeptidique (RE) commune entre ta susdite region d'homologie des antigenes de classe II et le polypeptide 
codable conrespondant du g6nome des vims LAV, si ce n est que dans la susdite region d'homologie cette 45 
sequence dipeptidique est s6par6e de ta sequence RFDS par 3 residus aminoacWe et dans le polypeptide 
codable du virus par 4 residus aminoaade. Une sequence dipepHdique SL est egaJement presente. Elle est 
separee de RFDS par 13 acides amines. Cette sequence pourrait jouer un rdle dans la fixation du ^n^JS HIV ou 
de ta proteine F sur la proteine T4. 

Les resultats des observations qui ont ete faites r6suttent du tableau cl-apres dans lequel ont et6 so 
rapportees les parties des sequences peplidiques en cause, contenues dans les polypeptides miiialement 
etudies ou sequences et appartenant aux antigfenes des classes I et II decrites dans les publications (19), (26), 
(27). (28). (29), (30) et (31) ou codables par des regions de lecture ouverte des ADNs correspondants de 
difierenls types de virus LAV (20), (21). (22) et (23) dans lesquefies les 
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:tableau. 



JO 



Classe 



20 



30 



35 



40 



45 



50 



56 




Classe H Bl . -d 



lAVla 
HTLVni 

mz 

LV 



SLHGHODPEREVLE.U 
SLHGMEDAtlCEVLVW 
SLHGHOaPEREVLEW 



sequences peptidiques communes ont h\e amenes en regard mutuel. 
Dans ta partie gauche du tableau sent tndiques tes anlrgenes dont les sequences peptidiques montr^ 
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sont rediquees.. Les sequences peptidlques communes sent encadr^es. 

Ces observations soht a la base rfe Tinvehtfon. laqueRe a, & son tour, confirme la validitfe des hypothtees 
Inittatement posees. La synthese de peptides contenant de teDes sequences a confirm6 la valklil6 da 
ITiypothese intitiatement faite. Des peptides ^rontenant la sequence BFDS se sont r^vet^s capables d*adh6rer 
aux lymphocytes T4 et a prevenir I'adhfesion du virus LAV sur les lymphocytes alnsi modifies. Ces peptide^ se 5 
sont ainsi reveles comma constrtuant Tun des determinants intervenant dans la reconnaissance mutueHe des 
lymphocytes et soit des susdils antigdnes, soit des virus LAV. d'oO Texpression "peptide adhfesiotope* qui 
sera utilisee dans ce qui suit. 

A rinstar de ce qui a ete observe dans d'autres systemes qui ont 6te decrits, par exemple celul qui a conduit 
d la determination du site de reconnaissance de nombreuses cellules eucaryotes par ta fibronectine (1). (2) et w 
(3) (site qui s'est trouve etre localise dans une sequence RGDS), on a constate que dans te cas de Hnvenlion, 
le peptide RFDS pouvait §tre remptace par un peptide ayant une sequence Invers^e |"forrr>e mirolr'), 
c'est-a-dire le peptide SDFR. 

Dans la mesure ou le site RFDS est porte par le virus LAV ou par les antigenes MHC specifiques des 
lymphocytes T4 (ou d'autres lymphocytes, tels que les lymphocytes T8), it en decoulail aussi la possibility que is 
les molecules T4 des lymphocytes eux-mfimes devaient comporter des sequences peptidiques deftr^issant les 
sites susceptibles d'Intervenir dans la reconnaissance mutuelle susdile. L'mvention devait ainsI penonetlre de 
reconnaitre que cette sequefKe devait normalement etre formee par Tun des peptides RAGS ou SDAR, en 
raison de leur configuration spatiale et des charges portees par certains de teurs resldus aminoacide (charges 
compiementaires de celles des residus charges de RFDS ou SDFR). 20 

i^s conditions qui precedent peuvent etre iDustrees par le schema suivant : 



MHC RFDS 



25 



+ 

- 4- 

<,-..; S P A R ....... T 4 3£> 

invention concerne done plus. parttcuHerernent tout peptide contenant au moins une sequence 
tetrapeptitfique choisie parmi RFDS, SDFR, RADS qui conslituia un site present dans la molecule T. 6u SDAR. 
ce peptide preseritant une configuration telle qs^ la sequence tetrapeptidlque soit exposee dans des 35 
conditions lui permettant d*mterag{r avec un r6cepteur celtulaire, term de conserver ses proprtetes 
■ d*a(fliesiotope. , • . 

A cet egard on remarquera que la glycoproteine d'enveloppe des LAV contient egalement une sequence 
tetrapeptidlque SOAR (dans ARV 2) ou SDAK (dans LAV. LV. HTLV HI). 

p*ur^ facon generate, tes peptides selori Hnvention peuvent etre choisis parmi ceux qui sont reprfesentes 40 
par les formules generates : 

X RFDS Z (1) 

X SDF R : Z (II) 

X SOAR Z (111) 

X R A DS Z m 45 

X s D A K Z (V) 

dans lesqueHes X est un atome d hydrogene ou un groupe peptidique avec une extr6mit6 N-terminale et Z est 
un groupe OH ou un peptide ayant une extremite C-tierminate. ces peptides X et Z ne contrevenant pas, 
lorsquHs sont eux-memes constihies par des sequences peptidiques. e la n6cessite rappeiee phis baut 
d*3Utoriser Texposition de la. sequence tetrapeptidlque. 50 

Des peptides; preferes selon Hnvention sont constttues par les tetrapeptldes eux-memes. Des peptides 
plus actifs sont ceux qui contiennent dans une mdme structure I'un des tetrapeptldes sus-incfiques. Des 
peptides interm6diaires preteres sont ceux qui sont constitues par des acides arrunes hWluen^nt pas ta 
morphologie d ensemble du peptide total, par exemple une chaine comprenant de 2 a 10 residus alanine. 

D*une fapon generate, le choix des groupes peptidiques pouvant etre associes aux sequences 55 
tetrapeptidiques selon I'inventfon (oO dont I'utilisation devrait etre eviiee) peut etre guide par l^utilisation de 
prograrrvnes peirmettant ta modelisation des configurations des polypeptides susceptibles d'etre obtenus au 
terme de Tassenr^lage de series predetenminees d'aminoacides. De tels programmes ont notamment 6te 
decrits par (14). (15) et (16). 

D'autres peptides pref eres conformes k Tinvention sont ceux qui peuvent etre representes par tes formules $0 
suivantes (dans lesquelles chaque tiret represente un resldu d'aminoacide) : 
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X R f P 5 EL — Z (VI) 

X r— RE R F D S Z (VII) 

X RE — ~ R F D S EL : Z {VIII ) 



dans tesquelles X el Z orrt les significations sus-indiquees. 
Des peptides particur)^eni>ent .pr6feres contiennent des sequences polypeplidiques ctioisies panmi : 
10 REVLE WRFDS RIAFHHVAREL (tX) 
REVLEWRFDSKLAFHHVAREL (X) 
REVLE WRFDS KLAFHHMAREL (Xl) 

respecliverneni issues des sequences codables contenues dans les genomes de t^Vla. HTLV lit. ARV2 et LV 
rappelees dans le tableau. Les elements de sequence soulignes conrespondent aux sequences davantage 

15 sp^cHiques qui ont 6t6 d^ftntes plus haut. 

D'une fagon. g^nerale, le nombre total, de r^sidus d'actdes amines contenus dans les sequences 
peptidiques selon Tinventton n'est pas detennmant. 11 sera essentiellement limite par des raisons d*ordre 
pratique, pour ce qui est de la synthese chimique. Normalement le nombre total d'actdes amines ne d6passera 
pas 50. Avantageusement, il est inf6rieur a 30. voire meme h 20. 

20 La capacrt6 des peptides adhSsfotopes selon I'inventton d*inhiber Padh^sion d*un virus LAV & des 
lymphocytes T4 peut &tre appr6ct6e. nolamment par la diminution, voire la suppression de la fbcation du LAV 
au r^cepteur membranaire des lymphocytes T4 apres que, soit les tymphQcytes (dans le cas de peptides 
contenant RFDS ou SDFR). soit les v'mis (dans te cas des peptides contenant SOAR ou RADS) aient ete 
preincubes avec ces peptides. 

^ A cet effet on peut utiGser le virus LAV marqu6, par exemple coupid d la f tuoresceine isothiocyanate (LAV 
fflC). la propriete adh^stotope du peptide etudle s;apprecie alors par la reduction ou mgme la cfisparition 
lotale de lymphocytes retenant )e virus marqu§. apres separation 6ventueIIe de Texc^dent de virus marqu6 
non fix6 sur tes lymphocytes. 
On peut naturellement avoir recours a toute autre m&thode appropriee pour la mesure du pouvotr 

30 adhesiotope des peptides a retude. 

n ya naturellement de. soi que certains des ammoacides, dans les structures envisag&es peuvent Stre 
remii^acees par d'autres. Eventueltement dans la sequence RFDS, le r6sidu F peut dtre remplac6 par un r^sidu 
. Y. O'une fapon g^^rale; on peut avoir recours a toute substitution. d*amtnoactde par un autr^ aminoacide 
isosti&riq^: 

35 Les peptides selon;t1nvention soiit utiDsables comme r^actifs. par exemple pour d^tecter dans un flulde 
biologique. tel que le s^rum d'un malade. des anticorps cfirig^s contre les prot€ines du virus HIV dirig6s contre 
la region de ta proteine contenant la sequence RFDS ou contre la region coiitenant la sequence SOAR (6ii 
SDAK) de renvetoppe du virus. 
^Invention conceme plus'particufierement ces peptides en tant quTIs peuvent etre utilises poiir la 

40 fabrication d'antlcorps monodonaux ou polyclonaux susceptibles de. les reconnatlre spedfiquement. Ces 
peptides peuvent etre modifies par I'homme du metiier pour quits puissent se fixer sur le site de fixation du 
LAV sur des cellules T4 sans interf erer avec Tactivite de ta proteine T4 avec le systeme HLA. Ces peptides 
peuvent etre utilise c^s des kits de diagnostic pour la recherche d'anticorps anti-HIV dans le s^rum des 
matades. Its peuvent aussl^tre utflteis pour la detection de prot6ines virales dans le serum des malades et 

45 aussi a des fins th§rapeutiques par administration d des malades dans le but d'empScher la cfissemination de 
rinfection a de rKMJvelles celfutes ou a des personrtes non encore atteintes et ce d des fms preventives, pour 
empecher rtnfection. ■ 

Llnvention xxonceme encore tes regions fnterm^diau-es entre les sites RFDS et EU d'une part et RE, d'autre 
part; dans les genomes des drfferentes formes de virus LAV qui ont 616 isol6s. 
SO Ces regions sont caract6risees par un grand degr6 de conservation. R s'agit plus particuli6rement des 
regions 
VLEW 

RIAFHHVAR 
KLAFHHVAR 
55 RLAFHHMAR. 

Lmventton concerr)e aussi ^application de ces demiers types de peptides, aux memes rms que ceDes qui 
ont et6 indiqu6es pour tes pr6c§dents peptfdes. ns peuvent te cas 6cheant etre ut9is6s cfirectenoent pour sa 
- fabrication d'anticorps monodonaux ou polyclonaux. ceux-^ 6tant alors aptes k se fixer sur tes prot6ines T4, 
in vitro ou in vivo sans interferer avec Factivite de la proteine T4 avec le sysleme HLA. 

CO L'trwention conceme encore tes compositions tmmuru>gene& qui peuvent etre pr6parees en mettant en jeu 
les peptides selon I'lnvention. te cas 6ch6ant amends sous tes formes appropr^s & la manifestation in vtvo de 
cette immunogenictle, d'une part, et la production d'anticorps. de pref6rertce monoclonaux, plus 
spdcrfiquement dnrig6s vers les sites sp^cifiques de ces peptides: Par *sites specttiques'. on entend plus 
particulierement ceux qui ont 6t6 irKrfqu6s dans ce qui precede, en Toccurrence tant les sites RFDS, SDFR. 

65 SDAR. RADS. EL ou, d^ailleurs fegalement, LE. RE ou ER JEL et ER faisant 6galement partie de rmvention), que 
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tes sites intermfediaires entre ces groupes peptidiques et phis specifitjuement tes peptides intermfediaires 
entre RFDS et EL. d'urw part, RFDS ct RE, d'aulre part, dans les genomes des lAV concemfes: 
/ n a de plus etfe constate que la sequence RFDS cor^trtue apparemrtent te srte de reconnafesance utilfsabte 
par d'autres types de virus a regard des ceHuIes qu'ite spnt c^atrfes d1nf ecter. Tel est par exemp»e le cas du 
rtiinovirus HRV14, dont )a proteine VP1 contlerit 6galement te sequence RFDS. U meme g6rt6ralisation peut 
se faire au niveau d autres virus, par exemple te Wrus d-Epstdr>-Barr. dont une gIycoprot6ine conttent 
Tadh^stotope RADS. 

D'aulres peptides preferes selon Hnvention sont caracterisfes par te formute suivante • 
X---JRFDSD Z (XII) 

dans taquelle X et Z ont les significations sus-indiquees et J est A, V ou L, ces peptides comportant de S 4 20 
voire 30 rdsidus aminoacyle. 

Des hexapeptides preferes appartenant a cette categorie de peptides prfisentent la formula • 
H2N-VRFDSD-OH (Xni) 

ou ta formule H2N LRFDSD OH (XIV) 

Un heptapeplide pr6fer6 appartenant a cette catfegorie prfesente la formute - 
H2N-LRFDSDL-OH (XV) 

[ci-apres encore designee par ta fomtule LRFDSDL ou par Tabrfevtetion "DR-7'). 

A cct heptapeptide correspond une sequence contenue dans le domarne 61 de mol6cutes HU^-DR de 
classe2. 

D'autres peptides prfefferfes confonnes d Tinvention sont caract6ris6s par te formula ' 

X EEBJRFDSDVGE Z (XVI) 

dans laquette : ~ 
X et Y ont les significations sus-indlqu6es, 

B est choisi parmi Y. S. D. F ou N, plus particulidrement Y ou D, et 
J est choisi parmi A. V» L et avec F pouvant fiventuellement ^tre remptecd par Y. 

Des peptides pr6fer6s appartenant ^ cette calfegorie de peptides sont constitu6s par des dodecaoeDlkJes 
de formule : . 
H2N-EEBJRFDSDVGE-OH (XVII) 
et plus particufi^rement : 
Hj-EEYDRFDSDViSE-OH (XVIII) 

(pu encore design6 ci-ppr^ par te, formule fEYDRFDSOVGE ou par ia dfisignation 'DR12'). 

D*gne f^pon generale. rmv^ntion conceme.tput peptide du meme type susceptibte d'avoir une sequence 
: essentieHenrient sembteble, telle que susceptfela. drglre prdsepte. d^^ d*autres molecules HLA DR noh 
Wenlififee?. dians te tableau, pr6sent6 d te fin de cette description.- 

Parmi ces peptide^.oh mentionnera encore plus particuRetement ceux de formute • 

, ;X--:-EEBJRFDSDVGEURAVTEL-r Y (XK) - 

dans taquelle X et Y ont les significations sys-iniqu6cs et U est Y. F ou H. 

Dans tous les peptides.qui viennent d'etre identiri6s» B sera naturenement remarque que les groupes X et Y 
(d^ quTIs sont diffferents de HjN- et -OH respectlvement) doivent etre tels qulls ne modifieht pas tes 
quaUtds adhesiotopes de la sequence RFDS (ou RYDS) elle-^nlme. 

Comme pr6cedemment . evoqufe, tes peptides susindiquds peuvent dtre remptec6s par ceux qui teur 
correspondent et dans les antigenes T4 des lymphocytes auxifeires, les sequences 6tant pr6sum6es 
mtervemr dans te reconnaissance mutuelte des HIA-DR et des lymphocytes T4. A litre d'exemple de tels 
peptides, on mentionnera cehii de formute : 
DRADSKL (XX) 

(cJ-aprfes dfesigne par 14-7-), Ces sequences contenues dans les antigenes. T4 sont celles qui sont 
.pr^um6es (ce qui a d'atlteurs ete vferifife) interyenir dans les reactions de reconnaissance mutuelte des 
antig^es HLA (en Toccurrence des molecules HI-A-DR dans Pexempte consid6r6) et des lymphocytes T4 A 
tiUe d'exemptes de tete peptides, on mentionnera : 

- celul de formule : 
DRADSKL (XX) 

{ci-aprds d6slgne par l abrevtetion ■T4-7*). ce peptide correspondant- au peptide •DR-7" susdit ou 

- ceJui de formute : ' 
KLNDRADSRRSL |XXI) 

(ci-apres designfe par r abrevlation "14-12'). ce demfer peptide correspondant alors au peptide •DR-12' 55 
Llnvention concerne done egatement. et de faport plus generate, des peptides contenant te sequence 
el- e^want ce«e-ci. des sequences peptidiques nTnterfferant pas ayec te capacity de te sequence 
RAt)S a etre reconnue par des motecules HLA humaines. plus partfcuri6remenl HLA-DR. 

Llnvention concerne encore plus partrculidrement parmi tes peptides precedents ceux qui sonl capabtes 
d exercer Tcffet immunomoduteleur dont il a 6te question dans te pr^ambute de cette description plus €0 
particulierement a I'fegard ds antigenes gfenferalement susceptibles d'induire in vivo des rfep^ses 

immuniiaires medifees par des antigenes HLA de ctesse II. notammeni HLA-DR. 

A cet egard. n a ete constat^ que des peptides conformes d llnvention, notamment les peptides de f ormutes 
XIII XIV. XVIB. XX et XXL etaient capaWes comme les anticorps monoclonaux spfecifiques des molkutes 
HLA-DR el T4. respectivemenl. d inhiber te vitro les interactions entre tes macrophages et tes lymphocytes 65 
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mixffiaires llymphocyt^s t4). d une part et ehtre les lymphocytes T4 et les lymphocytes d^autre part. Les 
proprilite's intubilrices de ces peptides ont ete mises en evidence sort indtviduetlement, soit dan& des essais 
de synergie d'inhibtt'ton r^altste in vHro dans uh systdme exp6rimentat tout d fait analogue 4 cetui decrit par A. 
FISHER et al Eur. J. Immunol. (1986), 16:1111-11 16. visant a etudier les responses immunes in vitro de ces 

5 lymphocytes d regard du memo wus de la grippe, si ce n'est que ces essais ont ete realises avec des doses 
sut>-inhibi1rices de peptides comptementaires ru» de I'autre lEEYVRFDSDVGE el KLNDRADSRRSL). en lieu 
el place des doses sub-ihhibitrices d anticorps anti-HLA-DR et anii-T4 respectfvement qui avaienl ete mises 
en oeuvre dans ces essais de synergie d tnhtbition par FISHER et al. 
On rappellera en eflet que. dans ce sysleme. t'incubation in vitro, dune part, de lymphocytes T auxiliaires 

10 avec un anticorps anti-T4 en concentration infra inhibitrice. et. d'autre part, de lymphocytes B avec un 
anticorps anti-HLA-DR en concentration intra-inhibitrice. provoque une inhibition puissante de la production 
d'anticorps. 

B a amsi ete mis en evidence que le peptide EEYVRFDSDVGE (DR-12) analogue de molecules HLA de 
classe H DR (strictement des molecules murines lAh) inhibe de facon tr6s significative et reproductible la 

15 proliferation specifique du vinjs influenza des lymphocytes T ainsi que la production d'anticorps contre ce 
virus a des concentrations de Tordre de 10 micro-molaires. Cette inhibition est faible sous Teffet du peptide 
RFDS seul. Des r^sultats intermMiaires sont obtenus avec des peptides contenant la sequence RFDS 
entouree d'actdes amines, de ceux qui. dans les molecules HLA de classe II. entourent la sequence RFDS. 
C'est ce que Ton a notamment observe avec le peptide "DR-?". 

20 Un peptide de 12 acidesanrtines contenant la sequence RADS. en particufierle peptide KtN^ 
une actMte inhibitrice moderee mais stgnificative. 

Ueffet mhibileur de ces peptides, analogues de la moldcute HLA de classe II se sont r6v£I6s tout S fait 
paralleles a ceux que Ton peut obtenir d I'aide d'anticorps monodonaux diriges contre la mc^Scule T4. Atnsl un 
^ done de tyrr^hocytes T specifique du wus influenza dont la proliferation tndutte par I'anttg^ne est r^sistante A 

25 rinhibhton par des anttcorps-anti T4 est ^gatem^t r6sistante a Hnhibition par les susdits peptides analogues, 
alors que l*effet auxriaire (activation des lymphocytes B) de ce meme clone est sensible aussi bien aux 
anticbfps ami T4 qu'a ces peptides, analogues de DR. 

. Un argument supptementaire en faveur d'une interaction r6elle enUe RFDS et RADS resuHe d'experiences 
demontrant une synergie ^inhibition par ces peptides des interactions ceBuIaires. 
.30 , On observe, dans les conditions exp^rimentates d^crites par FISHER et al, une inhibition hnriportanta de la . 
ph>tif6ratt<)n 6u de la prOducftior> d^ahtborps speciTtques du virus inftuenza; lorsque des lymphocytes T; apred 
1 avoir 6t6 prfiMncubjfes avec dte concehtratr^ 

- soit'avec des frioripcytes, soit avec des"lyinphck:ytes B. qui avalent.§gale*nenf ete prd-iricub6^ avec des 
• .cdi^centrations infra-irrfiibitrices du peptide analogue de T4 KLNDRADSRRSL L'effet de syniergie ainsi 
35 ' observe n^est pas ot>tenu eh utitisant d'autres peptides 6u ^ntueOement d'autres anticorps sans rapport 
ayec le& molecules 74 et dasse n. 

La vandft6 de ces r^sultats est confimriee par le fait que les peptides utilises n*^^ 
les celtules ernplbfyees. Bs ninhibent pas des tests fonctionnels des lymphocytes T nlmpKquant pas les 
molecules HLA de dasse II. D'autre part; en pr^nncubant les peptides avec des anticorps anti-peptides. 
40 sp^cffiques: on peut bloquer Teffet inhibiteur du au peptide. 

Ceper>dant. les sequences adjacentes a la structure pr6serv^e RFDS. mais qui vaient entre molecules HLA 
DR. DQ el DP. pounraient avoir un role dans I'^tablissement d'une structure tertiaire indispensable a 
rinteraction avec les molfecutes T4. En etfet les peptides analogues de HLA DR n'ont pas d'effet inhibiteur. . 
Les peptides s^on Hnvention peuvent §tre pttpar6s par les techniques dassiqueis. dans le domaine de la * 
45 synthtee des peptides. Cette synthese peut etre r^afisee en solution homog^ne ou en phase splide. 

Par exeniple on aura recours a la technique de synthese en solution hontogene d6crite par HOUBENWEYL 
dans rouvrage intitul6 "Methode der Organischen C^hemie" (M&thode de ta chimie org^ique) ^6 par E. 
WUNSCH. vd. 15-1 et H. THIEME. Slutlgart 1974. 
Cette nf)6ttKxle de synth^ consiste A condenser successivement deux a deux les amrnoacyles successif s 
50 dans I'ordre requis, ou i condenser des aminoacyles et des fragments pr^alablement formes et contenant 
d6j^ plusieurs r^sidus airnnoacyles dans Tordre approprie, ou encore plusieurs fragments pr&atablement ainsi 
pr§par&s. 6tant entendu que Ton aura eu sdn de prot6ger au pr^alable toutes tes fonctions r^actrves pohdes 
par ces am^oacyles ou fragments, d l*exception des lonctions amine de Tun et cart>oxyt6 de I'autre ou vice 
versa, qui doivent normalement bttervenir dans la formation des Haisons peptidlques, notamment apr^s 
55' activation de la fohdion carboxyle; seton les m^thodes bien connues dans la synthese des peptides. En 
variante. on pourra avoir recours k des reactions de couplage mettant' en feu des reactifs de couplage 
dassique. du type cartxKfiimide, tels que piar exemple ta l-4thyl-3-(3-dimet)i^t-aminopropyl)-cart>6(fiimide. 
Lxirque ranunoacyle mis en oeuvre possede une lonction acide suppl^mentaire (nolammfent dans le<:as de 
radde- gtutamique). ces fonctions seront par exemple protegees par des groupes t-butylester. 
60 Darts le cas de la synthase progres^ve, adde amtn6 par adde amin6. la synthase debute de pr6f^er)ce par 
la condensation de t*amirK>aclde C-temrinat avec Faminoacide qui correspond^ Taminoacyle votsin dans la 
sequence destree et air)si de suite, de proche en proche. jusqu*& facide amin^ N-terminaL Selon une autre 
technique preferee de Hnvention. on a recours a celte d^crit^ par R.D. MERRIFIELD dans Tartide intitule 
"Solid phase peptide synthesis' (J. Am. Chem, Soc., 45, 2149-2154). 
£5 . Pckir fabriquer ur>e dhavne peptidique selon le procede de MERRIFtELD, on a recours a une r&sir^ pdym^re 
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trfes poreuse, sur bquelte on fixe le premier aminoacWe Olerminal tie ra chatfne. Get aminoacide est fixfe siir )a 
fesfne par rinterrnitl^re<le son groi^ carboxytcque et sa fonction amine est prot6g6e par exemole oar te 
groupe t4>uty!oxyiarbonyle. . k Aeinpieparie 

Lorsque le premier aminoacide C-termlnal est ainsi flx6 sur la rfesine. on enleve le groupe protecteur de la 
fonctic^ amHie en Kavant la rfesbie avec un adde. 

Dots le cas ou le ^oupe protecteur de la fonction amine est le groupe t-tnjtytoxycarbonyle il peut fttre 
6limin6 par traitement de la rfesine h I'Aide d*aclde trifluoroacfetlque. * 

On couple ensuite le deuxi&ne laminoacide qui fournit le second aminoacyle de la sequence recherchfee k 
partir du rfesidu aminoacyle C-terminal sur la fonction amine d6protfeg§e du premier aminoacide C-terminal f ix6 
sur la chaine. De preference, la fonction carboxyle de ce deuxifeme aminoacfde est activee, par exemple par la 
dicyclphexylcarbodomide. et la fonction amine est protegee, par exemple par le t-butyloxycarbonyle 

On obtient ainsi la premiere partie de la chaine pepttdfque recherchfee, qui comporte deux aminoacid^s et 
dont la fonction amine temninale est prot6gee. Comme pr6c6demment, on dfeprotege la fonction amine et'on 
peiit ensuite proc^der ^ la fixation du troisiSme aminoacyle. dans les conditions analogues S ceBes de 
Taddition du deuxi6me aminoacidB O-terminal. 

On fixe ainsi, les uns aprds les airtres. les acides amines qui vont constituer la ctiaTne peptidique sur le 
groupe amine chaque fois dfeprotfeg* au prfealable do la portion de la ctiaine peptidique d^ia fonn6e et qui est 
rattachee k la r^slne. * ^ . . 

Lorsque la totalitfe de la chaine peptidique desirfee est fomnee. on ^limine les groupes prolecteurs des 
different? aminoacides constituant la chaiine peptidique et on.dStache le peptide de la rfesine par exemole 4 so 
raide d'acide fluorhydrique. 

L-invention concerhe 6galement les oDgomercs bydrosolubles des peptides mohomferes sus-indimjAs 
L'oBgomferlsation peut prbvoquer .un accroissement de llmmunogfenicitft des peptides monomdres seloii^ 
rinventlon. Sans qu'uie.. telle indication chiffr6e puisse etre considftrfie comme limitative, on mentionnera 
neahmoins que ces. oligom^res peuvent feyentuellement contenir de 2 4 25 unitfis monom^res. ^ 

EHe conceme plus particufi^rement ceux des ofigomfires dans lesquels les motifs adh6siotopes sont reli6s 
les uns aux autres par des chainons pepttcfiques intermediaires n'lnterfferanl pas avec leure possibDItfes 
. d*exposition. Ces cbaihons stont par exemple constrtu6s par des dipeptides Ala-AIa. 

On peut.avoir recours, pour rfealiser roligomferisation. k toute technique de polym6risation couramment 
utilis6e dans le dpmaine des peptides, cette polymferfeation ^tant conduite jusqu'a fobtention d'un oltgomere 30 
pu polymfere ohtenant le nombre de motifs mOnomeres requis pour racquisition de ITmrnunogenicitd d6sir6e: • 

Une.m6)t>ode prfef §ree de rpligprneris^ron ou de polym^risation du monomfere consiste dans ta reaction de 
cefuK;j avec un agent ^e reticulation^ ter que le g^ 

On peut egalemeni avoir recoursi^ d'autres methodeis d'ofigomerisalion ou de couplage,.par exemple d 
ceUe mettant en jeii :tfps couplages. successifs d'unitfes roonon^res, par rmtermfediaire de leurs fohctions is 
terminales cart>Qxyle et amine en presence d'agents de couptage homo- ou h^tfero- bifonctionnels. 

On peut egalement, poUr fa production, de molecules compqrtant un ou plusieurs motifs nonapeptldiques 
tels que dfefinis ct-<|essus. avoir recours. a des techniques du gfenie g6n6tique mettant en oeuvre des 
micro-organismes transformes par un adde.nudfeique d6temiin6 «)mprenant des sequences nucleoticfiques 
appropri^es. conrespondantes. 

LTnvenfion conceme encore les conjugues obtenus par couplage covatent des peptides seton Pinvention 
(ou des suscfits digomdres) d des molecules, porteuses (naturcOles ou synthetiques) physidogiquement 
acceptables et non tbxiques. par rinterm^diaire de groupements r§actifs compl^menta^es respectivement 
portfes par la moI6cuIe porteuse et le peptide. Des examples de groupements appropri6s sont illustrte dans ce 
qui suit : . ■ . 

A titre d'exemples de molfeculcs porteuses ou supports macromoleculaires entrant dans ta constitution des 
conjugu6s selon llnvention. on mentionnera des proteines naturelles. teHes que fanatoxine tmanique. 
I'ovalbumine. des s6rums albumines. des hemocyanines. etc.. 

A titre de supports macrpmolfeculaires synihfeliques. on mentionnera par exemple des poNhrsines ou des 
pply(D-L-alanine)-poly(L-lysinc»= r k / j so 

La mifcralure mentionne d'aulres types de supports macromolfeculaires susceptibles d'etre utSisds, 
lesquels presentent en g^nSral un poids molfecubire supferleur & 20.000. 

Pour syntbetiser les conjugufes selon ^invention, on peut avoir recours a des procM6s connus en sol tels 
que celui dfecril par FRAMTZ et ROBERTSON dans "Infect and Immunity'. ^ 193-198 (1981), ou celui dfecrit 
dans ''Applied and Environmental Microbiology*, octobre 1981. vol. 42. n" 4. 611-614 par P.E. KAUFFMAN en 5* 
utflisant fe peptide et la molecule porteuse appropriee. 

Dans la pratique, on utaisera avantageusement comme agents de coi^lage les composes suivants, cit6s d 
titre non Bmitatif : aldehyde glularique, chloroformiate d Whyle. carbodiimides hydrosokJbles (N-ethyl-N*(3-dl^ 
m6thylamino-prop)^) carbodTtmide. HQ), dfisocyanales. Wsdiazobenzidine. di- et trichloro-s-triazines. 
bromures de cyanbgene. benzoquinone. ansi que les agents de couplage mentionn^s dans Scand J BO 
Immunol.. 1978. vol. 8. p.7^23 (AVHAMEAS. TERNYNCK, GUESDOM). 

On peut avoir recours a lout procedd de couplage faisant rntervenir d'une part une ou plusieurs fonctions 
reaclives du peptkte et daulre part, une ou plusieurs fonctions reactives d^ molecules supports. 
Avantageusement. il s*agil des fonctions carboxyle et amine, lesquefles peuvent donner Geu d une reaction de 
couplage en presence d un agent de couptage du genre de ceux utBises dans ta synthase des protfeines. par 65 
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exemple le 1-6thyl^(3-tfim8lhybnin6propyi)-^^ te rMiydroxybenzotriazote* etc« On peul encore 

avoir recours a la glutiaralddhyde; notammen| Jorqu*a s'agit de reBer entre eux des groupes arrones 
respectivement pedes piar fe peptide et la mol^le support. 
Des caracteristiques supplementainsis de rtnyentfon apparattront encore au cours de la description qui suti 
5 des conditions dans tesquelles des peptides prfefdrte de l invention ont fet6 obtenus. 

EXEMPLE 1.: 

Synthase du Arg-Phe-Asp-Ser-Ala-Afa-Arg-Phe-Asp-Ser 
10 Pour preparer ce peptide, on a recours & la synthese peptidique mentionnee ci-dessus et on procede 
comme suit ou de fapon ^quivaiente. 
Les abreviations utilisees dans le cadre de cette synthese ont la signification survante : 
BOC : 1-butyIoxycarbonyle 
Asp : acide aspartique 
15 Ala : alanine 
Arg : arginine 
Ser : serine - . 
Phe : phenylalanine. 

On utiltse comme aminoacldes des N-atpha-am!noacides prot6g6s uniquement avec le groupe 
20 l-bulyloxycarbonyle (BOC). 

Les groupes foncttormels lateraux sont proteges comme suit : 
Arg est protdg6 par te groupe tosyle. 
Asp est prot6g6 par te groupe cyclohexytev, 
Ser est proteg§ par le groupe benzyle. 
^ On distille CH2C^ a partir de NazCOs anhydre avant utiBsatlor>. 

II estavantageux d'utiOser un support de r^^ne con&titu6 par un copolym^re chiorom6thyt6 de styr^rie et de 
' dhrinylbenzene ^ 1 Qfe (commerciadise par les Laboratoires BIORAD). 

La N-alpha-t-butyloxycarbonyl-0^berizylrS§rine est de pr6t6rence est^rifiee sous forme de son set de >- 
cfesium (GISIN B.F. (1973^ HeV. Chinri. Acta 56^ 1476^ 
30[' ' : La synthase est effectu6e dans un synth^tiseur automatique du type de cetui commerciatis6 par BECKMAN 
' >sous. la. dfeignatfeii 99iD[ 

Chacim des' acides arnines entrant darts la constitution du peptide selon I'inverttion est fix6 a la chaine 
. ' ' peptMique deja fonnte comrne il est indi^^ / 

a) Oh lave troJs f bis la r6.sfne pendant environ 3 rrUmjtes avec du chlc^ 
as en suspertsion. • - 

b) 0^ lave ensutte une f ois pepdarit environ trois minutes avec de Tacide trifluoroac^tlque ^ 40 <yb pour 
. impregner la resine. 

• c). On relave une fois pendant environ 30 minutes avec de Tackte trifluoroacSttque pour d^proteger le • 
groupe N-terminal de la chaine peptidft)ue d6]& formee. 
40 d) On lave ensuite deux fois pendant environ 3 minutes vec du chlorure de m6thyl6he pour ^lirruner 

racfde trWuoroac&tique. 

. e) Puis on lave deux fois pendant environ 3 minules avec de Talcool isopropylrque pour gfiminer te 
chlorure de m6ttiyt^e. 

I) Puis on r^imprggrte te milieu en te^^t 4.fois pertdant 3 minutes avec du chlonffe de m6tf^rtene. 
45 g) On lave trots fois pendant env^on 3 nunutes avec de la diisopropyt6thylamine pour neutraBser la 

fonction arnine. qiH se trouvatt safifi6e sous fornte de son set avec ract^ 

h) On teve quatre f<ns pendant environ 3 minutes avec du chlorure de nnethyldne pour chasser la 
dHsopropytentine exc&s. 
0 On ajoute Tacide anriin^ & fixer sur la chaiSne peplidique d^j^formSe 
50 j) On lave ensurte trois fois pendant environ 3 rninutes avec duchteruredem^thytene. 

k) Puts on chasse te chlorure de methylene en lavant deux fois pendant environ 3^nutes avec de 
ralcool isoprop^que. 

I) On lave enftn trois fois pendant environ 3 minutes avec du chlorure de methylene, pour remettre te ' 
milieu r^actionnel dans son sotvant 
55 En ce qui corKsme la fixation de chacun des addes amin&s d une cha&te peptidique d^ja form^e, on a 
recours a un acide amin6 (en exc^s par rapport a la chame pepticfique d§ j& form6e. cet exces correspor>dant k 
environ trtts fois la charge de la chaine peptidique) dont ia fonction amine est pn>t6g6e par te groupe 
t-buty)oxycarbonyle et dont la fonction acide est actfv6e par la cficycloheXytcarbocfiinttde, rhydroxybenzotria- 
zote ensuite additionn6 afin de minimiser tes reactions secondaires (ARENDT A.. KOLODZIEJZKYK A.M. 
60 (1978) Tetrahedron Lett 40. (MOJSOV S:. MfTCHELL A. R. (1980) J. Org. Chem. 45. 565). 

Apr&s chaque etape d'additlon d'un acide amin6. on determine Ia<|uantit6 d'adde amin6 IS>re qui n*a pas 6t6 
tixee sor te chain© peptidique. par te test & te ninhydrnte (KAISER E., COLESCOTT R.L et al. (1976) Anal 
Biochem. 34. 596). 

A la fin de la synthase, on Stimune tous les groupes protecteurs fix§s sur te peptide porte par la r^ne. On 
65 detache te peptkle de te r&sine h Taide d*acide fluorhydriquet ar^ydre k raison de 10 ml d*HF anhydre par 
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gramme de rkskiB, en prfescnce de crcsol fl g par gramme de rfolhe) 4 la temp&ature d^envlron Crc pendant 
eneyiron €0 minutes. - y^^n 

Aprte fevaporation de Tadde ftuort^drique; le m^ange r^actkmnel est Iav6 d rfither ct le peptide est s*Dar6 
de la rfesine par extraction 4 Tate d'jicide ac^tfque i 5 %. Les cxtiBfts sbnt dihi6s d ^eau etJyophffiX 

te peptide brut obtenu est soKjbJedansreauJI est purifi6 par chromar^ 
celte commercialisee sous le nom GF 05 (IBF) en utilisant comme phase mobile cte racide ac6tique i 5 % On 
inesure une absorption 4 254 nm. Les cfiffferentes fractions du pic principal sont examinees sur le plan deieur 
homogenfeitd et rassemblfees, puis repurififeesper HPLC (abr§viation de Texpression anglaise "Hloh Pressure 
liquid Chromatography ou ^Chromatographle en Phase Uquide Haute Pression). charges en le mat6riau 
oonnu sous la marque PARTISIL 0DS2 (Whatman, magnum 9). au moyen un gn^ient de 0 i 70<Vb 
dacfetonitme en presence de 1 pour miOe d^acide trifluoroacMique. Us fractions sort collectfees et 
lyophifisfees avec un rendement global de 25 (Vb. 

La composition en acides ambfes. apr^s hydrolyse acide totate. confinne la structure du peptide 

On mesure ia puretfe par chromalographie Hqulde sous haute pression en phase inversfee sur une colonne 
^type de celte commerciafisfee sous le nom |i Bondapack C18 dans laquetle Tfefuant est un gradtent que Ton 
fart passer en 20 minutes de la composition 00^rfac6tone-1C»^Vtode tampon phosphate 0 00^ DH2^aia 
composition 60tw>d-ac6tone-40?W) tampon phosphate. h» h ^ .w^M.pn^^aia 

EXEMPLE2 : 

Syrth^se du peptide de formule RAPS 
U synthese est realisee dans des conditions analogues a ceBes d6crites dans I'exemple 1 
On obtient le peptide avec un rendement de 30 (Vb. 

EXEMPLE 3 . 

d^r?*?.!™ ^" realise: les syntheses de KLNDRADSRRSL et des polypeptides suivants : 
, SDFRAARFDS ' 
RADSAASDAR 
SPARAARADS. 

EXEMPLE 4 : 

De la meme fapon^ on rfealise les synthases ^es polypeptides dbnt les sequences correspondent A cedes 
Jlf. '^lilL^" lymphocytes dont les designations abr6g6es apparaisseht & gauche de ta Gste qui suit • 
HLA-DR2P VRFLDRYFYNQEESVRFDSDVGEFRAVTELGRPDA ' 
LAV-F. SLHGMDDPEREVLEWRFDSRLAFHHVARELPHEYF 
. HRV-14.VP1 SLVQLRKKLEUTTYVRFDSEYTILATASQPDSANY 
T8 RLGDTFVLTl^FRRENEGYYFCSAL 
T4 NQGSFLTKGPSKLNDRAFSRRSLWDOGNFPL 
EBV DGNKETFHERADSFHVRTNYKIV 

EXEMPLE 5 : 



Sequence contenue dans la glycorprotfeine d*enveloppe 

- de ARV2 : GVPVWWKEATTTLFCASDAHAYDTEVHNVWAT 

- de lav ) 

HTLV 111 I : GVPVVVVVKEATTTIJCASDAKAYDTEVHNVWAT 
LV ) 

EXEMPLE 6 : 

Les peptides suivants ont 6t6 synthetis6s (et certains d'entre eux testfe, comme d6cnt phis haut dans des 
essats de mediation cetMaire in vitro selon la technique de FISHER et al) : 

- Peptides de 4 acides aminfes 
•DR-4' : RFDS HLA classe 11 

- Peptides de 7 addes aminfes 

: DRADSRK T4 
"DR-7- : LRFDSDL DR2 

- Peptides de 10 acides anrrines 
RFDS-A-A-RFDS ^ 
SDFR-A-A-SDFR 

- Peptides de .12 acides amines 
T4-I2- : KLNDRADSRRSL 
•DR-12-. : EEYDRFDSDVGE 

L'efficacite des peptides selon rinventlon. en tant qu tnhibileurs de radh^sion du LAV d des ^mphdcytesT4 
est illustree ci-aprte pr les resullals qui ont 6te obenus avec te pep«de RFDS AA RFDS. 

La fixation du LAV a son rfecepteur membranaire a fit6 directement appredfee par Tanalyse de la fixation 
membranaire du virus LAV coupte 4 la fluoresceine (LAV FirC). En brcf, 10^ ceRuIes sont incub6es avec 6 
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fnicrogrammes de LAV FrrC,- lav^es. pws examihees au nucroscciFie & fluorescence. cette techrBqiie^ on 
'■ detecte habttuellement envtrop .10 ^ de cellules marquges dans une population de celMes t4' + purtfiees. 
Pour evaluer la cai^acit^ du peptide ^ynth^tlque d bloquer cfette fixatloh. des cellules T4 ont et^ pr6incub6es 
dvec des concentrations variables du peptide, pendant 30 minutes a 4". Apr^ lavage de Texc^s du jseptkle 
5 non fixe, un marquage dassique par le LAV FTTC. Par cette technique, on a pu observer que le peptide Mudi6 
intiibait compl^tement la fixation du^LAV FTTC A son r^cepteur jusqu'd des corK:entration5 aussi basses que 1 
microgpBmme par milfilitre. 

On decrit d-apres des conditions pref§rees dans lesqueHes les interactions ceUutaires entre les monocytes, 
les lymphocytes T4 et les lymphocytes B peuvent etre influencees par les peptides selon ilnvention. 

10 

1 - Preparation des cellules monohucleees du sang peripherique (CMP) 

Le sang veineux est cotlecte a partir de volontaires sains sur Iiqu6inine (2500 U. 1/mt-Roche) et ditu6 dans 
une solution de Hank's 1 X (Biomerieux). Les cellules nrtononucl66es sont ensuite isolees par centrifugation 
sur BcoU-Hypaque (Pharmacia Uppsala. Su§de}. density 1.077. Iav6es et resuspendues dans du milieu RPMI 
IS 1640 (Git>co-BtocuU. Ecosse) supplements avec 1 ml de L-glutamine (Biomdrieux), 10 ^Jb d*un pool de s6rum 
AB hUmain d6compl§ment^ (30 minutes a 56^C) et d'antibiotiques (100 U/ml p6rtlcilline, 100 pg/ml 
Streptomycine). 

2 - Enrichtssement en lymphocytes T - Rosettes E (17) 

20 

2-1 Sensifarilisation des globuies rouges de mouton 

' Les globules rouges.de mouton sorit tavSs trois fols en milieu Hank's IX. 20 ml de suspension de globutes 
rouges & 2P/b sont sensibHis6s avec 1 ml de Neuraminidase 1 U/ml (test. Neumminidase-Behnang 
Wertce-Allemagne) pendant 30 mirmtes a 37^C. Les globules rouges sensibilisds sont Iav6s trofs fols en • 
25 Hank's et r6ajusl6s d 2 <Vb. 

2 J2 Absorption du serum de veau foetal (SVF) 

Le sSrum de veau foetal (Gibco) est absort>e trots fols sur gkjtHiles rouges de mouton (1 volume de culot 
. glotHilaire pour 1 volume de serum de veau foetal) 
30 '- deux fds 30 minutes d 

- une fols 60 nuhuteis & 4''C 

2:3 Formation des rosettes E 
Les lymphocytes sont nn's a une concentration de lO^/ml dans du RPMI 1640 san^ s6rum.-2 mi 'de 
35 suspension' de globules rouges sensibilisSs & la neuraminictese et 02 nil de SVF absorb^ sont ajoutes S 1 ml 
de suspension lymphocytatre. .. 
Les tubes sont centrih)g6s & 200 g pendant 5 minutes places dans la glace pencfemt 1 heurei au nnnimum. 
Lef cutot est ensuite remis en suspension trSs d&Bcatement. La jxIpulatkMi celtu^re formant rosettes (£4), 
trgs enrichie en lymphocytes T est separte du reste des cellules (E-) par sScUmentation sur gracfient do RcoH 
4d a 4^a 

Les globules rouges sont ensuite fys6s par un choc hypotortique et les lymphocytes sont Iav6s trois fois en- 
Hank's. 

3 - Separation des populations T, B, monocytes 

45 Les monocytes sont obtemis aprds adherence des ceDules monohucleees (10^ /ml) sur bdte de Pdtrf 
(Coming) pendant uneheure d 37" C. Ces bottes de Pfetri ont et6 prealat>lement incubfees d 4*C avec du SVP 
d6compl6ment6, durant la nuit. Apres avoir r6cupSr6 les ceRules non adhSrentes, les cellules adh^rentes sont 
dStachees avec un baneau caoutchoul§ (mbber poUceman) et par un pipettage vigoureux. Aprto deux 
lavages, eOes sont irradlees d 4000 rads (IBL 137. source C^137. CEA). 

50 Les monocytes restants sont 's6parte des ceUutes non adh6renteis par un traitement A la L-m6thytleucine 
ester (5.10^ /ml. 5 mM final. Sigma) 40 nwiutes & temperature mnbiante (18). l-a reaction est arr§l6e par 
addition de s^rum AB humain (10 (Vo final et lavages k frokl). 

Les IymptK>cytes T et B sont s^parfis par la technique des rosettes E: Les ceDules T 6tant capables de 
former des rosettes en presence de gk>bules rouges de mouton sensibiPises a bi neuramirudase. aprds une 

5? incubation d'une tieure d O^C. Les cellules formant rosettes (E-*- ) seront sdparees des cettutes ne formant pas 
rosettes ^E- ou B) par s^dimjentation sur gradient FteoH-Hypaque. Les gk>bule$ rouges de mouton sont .lys6s 
par choc Irypotoniquel 

4 > Obtentton de lignfees T. ftnterleukirte 2 dfependantes. spfedfiques du virus influenza 

60 Les fign^es specifkiues du virus influenza Bangkok (A/Bangkc^) sont obtenues k partir de ceBules 
mbnonuctees de donneurs serisibifises (19). 

Les lymphocytes sont mis & la concentration de 10^ /ml dans du mOieu I^PMI. contenant 1 0 (M) de s6rum AB 
humafft (SAB) en presence du virus A/Bangkok a 5 )ig/ml. 10 ml sont r^partis darts des flacons de culliirte 
C25cm2 . Corning). 

65 Apres 7 jours de culture a S?*" C en atmosphere humide contenant 5 <Vb de C02» les ceUutes mortes sont 
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elimin§es par sedimentation sur gradtervl da FIcoII. tes btastes sensibilis^s par 16 virus sorit recueOli^ at 
Tea|u5t6& a (1CH-^)/ml dans du rnlieu RPMI, 10 0A>. SAB oontenant de rinterfeuhlne 2 reccmib^ 
(BIOGEN-Suise) teste sur Ognee CTLU. et utilise au 1/16000 final, en presence xtetympttbcytes autblogues 
irradies & 4000 rads ou de lignees B autolbgues rrhnrtortafisees par le virus d'Epstefn-Barr, irradiees e 6000 rads 
IceDul^ de supplementation ou "feeders"). Ces "feeders* autdogues sent ajoutes tous tes 7 jours d un 5 
rapport : 1 "cellule feeder" pour 1 ceDute de Rgnee. Le mllteu de culture est remplace par du milfeu frafs 
contenant 50 ^ de sumdgeant riche en IL2« et de t*tL 2 recombinaht. les ceHules etant rdajustees & (10^ 
tous les trois jours. 

5 - Obtentton des lignees B immortaHs6BS par te virus d'Epstein-Bart (EBV) jo 
Des cellutes mononucieees fraiches ou decongetees sont resuspendues a la concentration de 2.106 /^i 

dans du mPlieu RPMI contenant 20 <^ de serum de veau foetal decompiemente, en presence d*EBV. obtenue a 
partir de Bgnees hematop6i6tiques B95-B de marmosrt (N.I.G.M.S, Copewood St. Camden) ,.et de cyctosporine 
A a 1 (ig/ml final, btoquant toute activation des lymphocytes T. 

La cuilure se fait a 37^ C en atmospttere humide contenant 5 <M) de CO2. Le milieu est change tous les 5 is 
jours. 

6 - Obtentlon des sumageants riches en IL 2 , 
Des lymphocytes sont fsotes du sang de deux ou trois donneurs, apres incubation du sang une ntnt d 37^ C. 

Ces lymphocytes sont ensuite regroupes. irradies e 1000 rads et ajustes e 10® ml en HPM1 1640 supyrfemente 20 
en L-glulamine (2 mM), antibiotiques, 20% de serum AB humain d6compiement6 et 2 jig/ml de 
phytoh6magglutintne purifiee (DIFCO). 

Apres.48 heures de culture a 3Z**C en atmosphere humide contenant 5 % de CO2. le sumageant, riche en IL 
2. est recueiDi, fittre (filtre de 0.45 jim de porosite. Schlucher et Schefl, Allemagne) et congeie a -20°C jusqu*e 
Tempiot. ^ 

L1L 2 recombinant (BIOGEN. Geneve. Susse) teste sur. fignees CTLL 2, et ajoute aux sumageants 
precedents, est aussi i^tiRse dans tes tests de prorrfgratton cellutaire au 1/16000 final. 

7 - Test de.prolifferatioh cellufeure 

La proBferation lyrtiptiocytaire est .indulte soit par des mitogenes : '30 

- Phylohfemagglutinlne (PHA) liTTOOe (CMFCO). soit par des antigenes apres sensibilisation du sujet (natureBe 
ou par vaccination), . ■ ■' 

-Cahdldine .(Cd) 500 fig/ml (Institut Pasteur), . 

• virus Whienza A/Bangkok 2 jig/mf (Instltut Pasteur). . . 

, Les cellules sont incut>ees e 37*'C en atmosphere humkle coritenaht 5 o/b de COz pendant trots jours pour 05 
tes proWerations tnduitcs par ta PHA. et de six jours pour les proKferatkms induiles par tes antigenes 
precedents. 

Selpn. te. type, de cellutes utifisees. : fraiches ou Ugnees. te test subira quelques modifications. 

- Pour les celMes fraiches, les lyrnphocytes sont mis a la concentration de 10» /ml dans du RPM1 1640 
contenant 10 Vo de serum AB humain decompiemente. supplemente de L-glutamine et d'antibfotiques. 200 pi 40 
de la suspension ceDuteire sont distribues dans.d^s microplaques a fond rond. en trtpte (FLOW). 

- Pour tes populaltens separ6es, tes lymphot^es sont mis a te concentration de 10* /rhl. dans te mffieu RPMI 
10 ^ serum humain. et tes monocytes irradies e 0.25.10^ /ml. 100 \i\ de cheque suspenstbh ceflulalre sont 
distribues dans des microptaques e fond rond^ en triple. 

- Pour tes lignees T specihques du vinjs fnftuenza 15.10^ cellutes de te lignee pi-eateblement lavees pour 45 
eiiminer te TCGF, sont recombtnees avec 3.10^ lymphocytes irradies e 4000 rads, dans des mfcropteques i 
fond rond. Pour les lignees, te culture est de 72 heures. - 

Dans tous les cas. rmductlon de la profiferatten est reaBsee avec 142 pg/ml de virus inftuenza A/Bangkok. 
La prpltf^ration ceHulatre est mesuree a raide d*un compteur e scintiltetions Hqukies (MirtaxI tri-carb 4000. 
Packard) par llncorporalion de thymkline tritiee (CEA) . 1 pCt/puits. 8 heures avant la fin de te culture. 4 lignees 50 
que nous avons obtenues sont testees : PT3. HT4, PT2. FPT1. ainsi qu*un ctene T auxOiaire (helper) disponible. 
obtenu par dilution Dmite : SB 12 (8). 

8 - Test pour la production d'anticorps anfi-influenza 

Les preparations cenulaires T. B. separees par la technique des rosettes E. el les monocytes irradies. sont 55 
resuspendus dans du milieu RPMI 1640 contenant 10 (Vb de serum de chevre decon^mente (Flow), 
recombines e raison de 10. * lyn^oq^es B. 5.10* monocytes. ZIO* lymphocytes T qui soni tes 
concentratfons opUnrales pr6alabtemenl mises au point par te laboraloH^e (16). Le virus A/Bangkok est ajoute 
a te concentration ftnate de 2 ^g. 

Les celhjtes sont tncubees k 3T C en atmosphere hunrnde contenant 5 (Vb CO2 durant 7 jours^ Les plaques $0 
sonI aters centrifugees el tes 200 |il de sumageant sont remplaces par 100 pi de RPM1 1640 supptemente en 
L-glutamtne (1 mM). antibiotiques el 1 vol; de serum de veau foetal decompiemente. Apres 5 jours de culture 
supptementaires. tes surr>ageants sont recoltes et stockes e -2 C. La determination, des anticorps: • ^ 
anti-influenza presents dans tes sumageants de culture est realisee par b niethode bnmuno-enzymatnue 
(EUSA). S5 
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9- Dosage des anticorps - techTHque EUSA |20) 

Fixation de rantigfene . 
5 . 50 111 de virus influenza (50 ;ig/ml) 

1 heuro a 37 C 

2 lavages PBS. 1 lavage PBS-BSA 3 tVo 
PBS : tampon phosphate saline 
BSA : albumtne bovine 

10 

Saturation des sites de fixation 
50 ulde PBS-BSA 3 tVb 

1 heure d 37 C 

2 lavages PBS - 1 lavage PBS-BSDA 3 % 

15 

Fixation spfecifigue des aniicorps a doser 
50 ^1 de sumageants k tester 

1 heure a 37*C 

2 lavages PBS- 1 lavage PBS-BSA 2*W> - 

20 

Fptatfon de rantigtobufina. cotjplee A la phosphatase alcaline 
50 .ui de GaHlgG-phosphatase alcaCne 
1 heure d 37*0 . 
. 2 lavages PBS- l layage. PBS-BSA .2 QAi . 
25 3 lavages tampon bicart>onate pH 9,6, MgCh 1»07 M 

Reaction enzyme sut>strat 
100 }il de p-nHroph6nytphosphate disocfique (1 mg/ml). Lecture de la densit§ optique d 405 nm sur un 
. spectromfetre MULTISKAN TnERTEX (FLOW). 

30 f .; - :• - 

10 .-. Sequences pepb'diques. utBisfees 

- Peptides de 4 acides aminfes 
•DR^' : RFDS HLA classe U 

. Peptides de 7 acides amtn6s 
14-7" : DBADSRK T4 
"DR-?- : LRFDSDL DR2 

40 -Peptides de 12 acides amlrtes . 
"T4-I2" : KU^DRADSRRSL 
'DR-12* : EEYDRFDSDVGE 

11 -Anttcorps monoctonaux. utilises 

45 OKT4A (IgG 2) Anticorps monoclonau)?,de la s6rie OKI 

OKT4D (IgG 1) (ortho-<fiagnostic) prepares chez la sourls, rev6lant ies lymphocytes T drts Inducteurs. 
iota (lgG2a) Anticorps monodonaux (Immune Tecli) 

IOM1 (IgGI) prepares chez la sourls et r&v^les parune antiglobuline anti-&nmurx>globuSne de soiiris coupl6e k 
un fluorochrome (Nordic) 
50 IQfTs rfevelant Tensemble des lymphocytes f matures 
I0M1 rev6lant tes monocytes 

L243 (lgG2a) Anticorps monodonaux (Becton-Dickinson) 
CA206 (lgG2a) r6v§lant Ies molecules HLA-DR 
L243 
55 206 

L^u 1 (lg(^) Aniicorps monoclonal rev^lant Ies populations T (CD5) (Becton-Dickinson). 
RESULTATS 

60 1 - Inhibition de la prorrfferatibn des lymphocytes T 
1-2 - Utilisation de cellules T fratches 
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Figure 1 , 

Cette figure estjllystr^thre de (a variation de (a densitfi optlque (fonctiori du taux dewoBferaiion) eri fondion 
de la concentrmipn en peptide (en jig/niO dans Ee mlUeu de cuKure dans ressai qui suit 

Au cpurs d'un test de proiifferatibn ceflulaire de B Jours Induft par le virus influenza A/Bangkok, on observe 
une inhibition significative par te peptide de 12 acides ambies ou "DH-tr {esm Cetle inhibitfon est 5 
dfependante de la dose et reproductible ; elte varie dindividu h indrvidu enlre 50 et TOVo pour une 
^/"^^r J'^oL^'I?^?* de peptide. Ble est tres proche de Hnhibition produile par Tanticorps monoclonal 
qui est de 86 ofy. Un autre peptide de 12 acides amin6s : "T^.12- a un effel inhibiteur mod6r6 variable 

R9ur^2 

Si on compare Tetfel inhibiteur de trois types de peptides "DR* se diff6rencianl par le nombre d'acides 
amines entourant la sequence RFDS /DR-ir. -DR-?-. ^Dn-A\ on note une corrfelation entre la tongueur des 
sequences peptidiques (1 sur faxe des abscisses de la fig. 2) et Tintensitfe de rinhibition (en ordonnfees 4 la 
fig. 2). 

Ces eff ets sont aussi reproductibles. el peuvent 6tre retrouv6s dans d'autres systdmes de proliferation tels 
le syslfime tuberculine ou tetanos (non repr6sent6). 

« a etfe v6rifi6 par comptage des cellules au bleu de trypan que cette inhibition par les peptkles n*fetait pas 
due a un effet cytpioxique. Aucune inhibition ripest par contre observ6e dans un systdme induit oar des 
tectines comme la PHA : j • ua» 



cpm 







PBL 


seuls 




893 






PBL 


+ PHA 


C 1/700) 


47.527 


PBL 




PHA 


+ OKT . 
4 


-D (1 pg/ml) 


44.083 


PBL 


+ 


PHA 


+ L243 


(0/1 pg/ial) 


40.119 


BBL 


+ 


PHA 


+ "DR- 


12- (5 pg/ml) 


49.796 


PBL 


■+ 


PHA 


+ "DR- 


12- (to pg/ml) 


51.570 



1-3 Utilisation de lignees T antigdne spfecifique 

Quatre lignees T auxiliaires (helper), speciTtquesdu vims A/Bangkok ont £t6 test^es avec les peptides de 12 
acides am^es : 'DB-12- et T4-12- utiHses a 5 fig/ml final. Une inhibition trfes significative de 60 «Vb a 90 <Vb est 
notfee par les deux peptides. On trouve une conflation entre les effets du peptide "DR- 12' et de fanticorps 
OKr4-A. Cette correlation d-inhibition esl retrouv^e avec le.clone T helper SB 12 (decrit par RSHER et aft - 
aucune inhtoition n^st obseiv6e avec le peptide "DR-iaV ni avec ranticorps OKT4-A. Les rfesultats 
apparaissent au tableau 1 ci-apr6s. k * * Fcsuiiais 

2 - InhibiOcm de la profifferation des lymphocytes apres incubation spfecifique avec les pep tides analonim^ 
Afin de preciser le mfecanisme de Hnhibition Induite par te peptide -Dfl-12\ des exp6rienc^ 
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Effet des pepiiidegj utilis^s sur des licmees T Influenza 

Peptides utilises a 5 pg/ml 
0KT4 A utilise a 1 pg/ml 

% d' inhibition sux la % d* inhibition sur la 
proliferation influenza production d'anticorps 



Lignees T 


•DR-12" 


oier4 A 


-T4-12" 


■DR-12- 


0KT4 A 


•T4-12 


PT3 


90 


85 


80 


/ 


/ 


/ 


MT4 


80 


85 


55 


/ 


/ 


/ 


PT2 


40 


75 


75 


/ 


/ 


/ 




60 


65 


70 


/ 


/ 


/ 


Clone SB 12 


0 


12 


0 


75 


90 


20 



0 ^ d' inhibition ?T3:60p0 cpm, MT4:6300, PT2:5000 

rPT1:4500, SB12: 15200 

Tegt de fonctionnalite et Phenotvpe des populations 

g^pay^es 

CPM 



T + m-r + PHA 56.000 

T + + II-2 55.000 

T + mi + cd 17.000 

T + cd 2.246 

T seuls 1 .000 

Monocytes seuls 184 



T : lymphocytes T 
mi : monocytes 
V cd : candidine 

d1ncuba!ion des populatiwts lymphoTdes puttftdes avec tes peptides ou des anttcorps monoctonaux 
sp6cmques des mollies T4 et HLA-DR ortt ^6 effectuees. 
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n a d-abord 6t6 v^riTife que les dW§rents traitements uWis^s pour s6parer tes populations Wiphoides en 
particulier la L-leucine methyl ester, n'affecle pas la fonction des lymphocytes T eneur capacity S prorrfferer 
aprds stimulation par un antigfene ou un mitogdne. H a aussi §t6 montrfe que la population T est suffi^mmert 
dfepounoie de monocytes pour 6vifer d*6vemuenes interferences dans !es Incubations. Les r^sultals r6sultent 
du tableau 2. 

Sur le modfele des rfesultats obtenus antferieurement a I'aide d'anticorps anlHT4 (ou T4-D S 1 ug/ml final) on 
a cherch6 d mettre 6ventue«ement en 6vidence une synergie d'inhibrtion entre peptides equivalenls de DR et 
anticorps anti-T4 ainsi qu'entre peptides fequivalents de T4 et anticorps anti-HLA-DR (20 a 10+^ fman Les 
r^sultats apparaissent dans les tableaux 3 et 4. 

l.*expferience 1 montre une synergie dlnhibition entre les peptides "DR-12V"T4-12". "DH-12Vanticorps 
ahti-HLA-DB : 20 ainsi qu*entre les anticorps monoclonaux OKT4D/2O6 et OKT4D/T4. 

Les memes synergies d'inhibilions sont retrouvtes dans Texp^rfence 2 entre •DR-12- et -T*.12- ainsi 
qu'entre T4-I2- et OKT4D. * «i i« ainsi 

Dans cette experience 2. ainsi que dans I'exp6rience 3, d'autres peptides de longueur differente ont fet6 
testes : 
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Tableau 3 

Inhibition de la orolif ^ ^^» ion des Ivmphogv^^..^ t apr^s 
incubations SP6cifiaueg ^^yr^ n les peptides Equivalents c^ p 

T4 et PR 



20 



Populations incubees 



Pourcentages d ' inhibitions 



25 



T 


Monocytes 


Experience 1 


Experience 2 




Peptides 


utilises 


0 % 9300 cpm 
100^ 2000 cpm 


0 % 
100% 


7600 cpm 
500 cpm 




0 


206 


10 




/ 




DR-12 


0 


0 




0 


. 35 


DR-12 


206 


57 




/ 




0KT4D 


0 


5 




15 


40 


0KX4D 


206 


75 




/ 


0 


T4-12 


0 




12 




DR-12 


T4-12 


48 




55 


4S 


0KT4D 


T4-12 


58 




45 


^ DR-12 


DR-12 


60 




/ 




0 

0KT4D 


DR-12 
DR-12 


20 
60 




/ 
/ 


SO 



Peptides utilises & 1 pg/ml final 
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Tableau 4 

Inhibition de la proliferation des Ivmphocvtes T a:pr^s 



incubations specif icnies avec les oeotides ^mii v»Ti=.n^c: iIa 




T4 et de DR 








Populations 


incubees 


Pourcentages d * inhibitions 


1 




Experience 2 


Experience 3 


jrepTixcies 




0 % 7600 
100% 500 


cpm 
cpm 


0 % 
100% 


4000 cpm 
200 cpm 


no —A 




0 






0 




i^— 1 ^ 


0 






20 


UK— / .1 U f 1 } 


V/ 


/ 






10 


■ ■ no— T 


r\ 
\J 


/ 






25 


UK— / i U y 1 / 




/ 






40 


JJR— / 


T4 — 12 


/ 






65 


UK— 1 Z 


O 


0 






0 


U 


T4-12 


12 






10 


DR-12 


T4-12 


55 






90 


RGDS 


Q 


0 






/ 


RGDS 


T4-12 


0 






/ 


Leu 1 


T4-12 


5 






/ 


Leu 1 


DR-12 


0 






/ 



40 

peptides utilises a 1 pg/ral 



*"DR-7'. 'DR-4''. De nouveau, aucune action inhibltrice de "DR-4'' n'est observ^e et une action tnterm^diaire 
45 entre *DR-4* et "0^-12" est notfee pour le peptide "DR-y" quand il est utilise en synergie avec 14-12'. 

Le test avec Tanticorps Leu 1 (d 1 iig/mt final) monire que les inhibitions ne sont pas dues a un effet nbn 
spdcffique lid d une simple incision. 

Oepeaidant 3 est a noter Unhibition oberv6e lors de rincubation des monocytes avec le peptide *DR-12^ 
utiBsft synergie avec OKT4-D ou avec •DR-12*. 

59 . 

3 - Inhibition de la rfeponse anticorps 

Nous avons test& si ces peptides "DR" pouvalenl bloquer la fonction auxinairB (helper) des lymphocytes T 
vts-d-vis des cellules B. Apres sfeparation par. rosettes E» les populations sont recombtn^ A ratson de 2.105 
E+. 1^10* E- en pr^ence des cfiffdrents peptides : •DR-12'', •DR-4'. leurs effets etant compares a celuf de 
55 Tanttcorps monoclonal OKT4-A. Ce test sera fail k trois concentrations finales : 0,1 ]igfm), 1 yig/ml 10 
pg/ml- Figure 4. 

Les effets sont tout & fait comparables i ceux obtenus lors des tests de proliferation antigene sp6cffique. 
De mSme. quand on compare les effets des peptides de differentes longueurs - Rgures S6-7. Lihhbmon la 
plus feley§e a Heu avec le peptide •DR-12'. puis avec le peptide "DR-7". Une fa&le, voire aucune inhibition, 

60 n'est ot>5erv6e avec le peptide "08-4', 

4 - Inhaaition de la rfeponse anticorps aprds Incubation spectfigues avec les peptides analogues 

Le m&ne type d'expenences a «t§ effectu6 dans le.cas^ de la r^nse anticorps in vitro cit bucubant les 
lymphpcytes T avec ranticorps OKT4-A (0.1 pg^ml ou 1 ng/m\ final) ou avec le peptide "DR-12* (1 pg/ml ou 5 
65 pg/ml final) ; les ^mphocytes B sont incid)6s.avec le peptide "74-12' (1 jig/ml ou 5 jig/ml final ) - Rgure 8. 
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. Paralfelemem aux tests <te prolifferatton, on f>ote une synergte cTinhibilion ehtre "DR-ia" el Tii-12' el entre 
OKT4A et "T4-12*. On note done une corr^tatfon entre •DR-t2* et OKT^A. L'effet est aussi dependant de la 
dbse et , reproductible. 

. Les rfesultals des experiences d^inhibitton de ta prolrf^tion deslymphocytes T induile par le vfrus influenza 
et de to production d'anticorps specifiques HLA-DR reslreints vfs-d-vis du mSme virus, par diffferenls peptides 
analogues de HLA et de I4 peuvenl se r6sumer ainsi : 

- Deux peptides respectivement de 12 .et 7 acides amines analogues de DR et comprenant la sfequence RFDS, 
inha)enl, de fa^ significative et dependante de la concentration, la prolif eralion et I'eff et helper T sp6cifique* 
du virus influenza. 

- L'inhibilion obtenue est parallSle d celle consecutive d ('addition d'antlcorps anti-T4. II est en particuHer 
intferessant d'observer que la profiferation specifique d*un done T (SB 12) HlJl-DR restreiht. n'est ni inhib^e 
par les antrcorps T4 ni par le peptide "DR-12", alors que I'etfet helper pour la . production d*anticorps 
anti-influenza de ce clone est inhtb6 & ta fois par les anticorps antl-T^ et le peptide '•DR-12". 

- II exisie un effet modere et variable d'inhibitlon de la proliferation T et de la reponse anticorps anti-influenza 
par le peptide de 12 acides aminfes analogue de T4 incluant la sfequence RADS. 

- It semble exister une synergie dinhibrtion de la proliferation T et de la production d'anlicorps lorsque les 
lymphocytes T sont pr6incub6s avec te peptide "DR-12* ou un anticorps antiT^. et les monocytes ou les 
lymphocytes B avec le peptide "14-12" ou un anticorps antiHLA-DR. 

Plusieurs hypotheses peuvent expliquer Teffet inhtbiteur des peptides "DR-12" et "DR-Z" : 

- Ces peptides se fixent effectivement sur la molfecule T4 a la surface des lymphocytes t et inhibent de fait 
rintcraction T4-classe U nfecessaire k ractivation el indispensable lors de la cooperation T-B. 

En faveur de cette hypothAse. on peut retenir la bonne correlation entre le degr6 dinhibilion et te caractere 
HLA-DR restreint de la reponse immune testee. 

Le fait que la proTrf eration specMique du clone SB n'est inhibee ni par le peptide 'DR-12', nl par I'anticorps 
antl-T4, alors qu'une inhibition est observee dans la fonction helper par antKT4 et le peptide •DR-12' indique 
egalement Texistence d'un etrolt paralieilsme entre les deux inhibitions. 

Les reactions qui precedent permetlent egalement Tetude de la capacite do substances d6lcrmlnees a 
exercer une action immunomodulatrice que ce soil au rweau des lymphocytes T4 ou de celui des mol6cuIes 
HLA et k detecter si nnteractlon, inAiite par un antigene delenmine. entre les differents types de ceflules qui 
ont ete etudiees, reieve d'un type determine de mol6cules HLA, par exemple HUV-DR. 

Par exemple .dans le cas d*iffie molecufe determinee. dorit aurail ete constatee ta capadte d'inhiber les 
ihleractionSr causees par un antigene determine, entre monocytes et lymphocytes T, d'une part, les' 
tymphocytes T et lymphocytes B, d*autre part, lorsque cette molecule determinee as 6ie utHlsee a une dose 
suivante, it sera ensuite possible, notanwnent en to substituant e Pun ou Tautre des peptides complementaires 
dans les essais du type de ceux decrits par FISHER qui ont et6 decrits plus haul, de detecter si son mode 
d*action est ou non semblable & celui du peptide remptoce. 

En variante. les peptides selon I'invention peuvent egalement permettre de detecter si les reactions 
immunitaires induites par un antigene determine reievenl d'une intervention ou non demoiecufes HLA de 
classe It determinees. notamment de mdl6cules HLA-DR. A cet effet les tests qui ont ete decrits plus baut 
pourront etre mis en oeuvre, si ce n'est que te virus influenza sera remplace, dans les etapes ou celui-d 6iait 
anfjene a intenrenir. par cet antigene determine. Son mode d*action. mettant en jeu ou non les molecules 
HLA-DR. dependra de I'obsenration ou non d'une inhibition des cooperations ceBulaires qui auront ete 
constatees. 

Comme H va de soi et comme il resulle d'ailleurs dejS de ce qui precede, llnvention ne se llmile nullement e 
ceux de ses modes d'applicatipn et de realisation qui ont ete plus sp6cialement envisages ; elle en embrasse 
au contratre toutes les variantes. 

, n est entendu que toute la Iitt6rature technique e toquetle renvoie to bilrfiographie ifKHlise dans cette 
demande. notamment celle qui suit doit etre consideree come faisant partie de to presente description, en ce 
qu-etle serait necessaire e llllustration des points e partir desquels to presente invention a ete d6gagee. 
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Revencficatlons 

1 - Peptide choisi parmi ceux qt^ sont represent6s par ies formules g^n^rales : 

X RFDS Z 

X SDFR Z 

X ^ SOAR Z 

X ^^RADS Z 

. X r---r^SDAK : -Z 

danslesquelles X est un atome d'hydrogene ou un groupe peptidique avec une extr^mrt6 N-terminale et Z 
. est un groupe OH ou un peptide ayant une extr^mtte Oterminale, ces peptides X et Z ne contrevenaht; 
. pas; lorsqulls sont:eux-m§mes constitu^s par des sequences peptidiques. a la necessrte d'autoriser 
. I'exposition da la sequence tStrapeptidlque interne.. 
' 2 - Peptide selon la revendication 1. caracldrisd en ce qu'9 content dans une m§me structure Pun des 
- tetrapeptides sus-incfiques et le tetrapeptfde .-mtrbir* corresponctet. 1^ deux tetrapeptides 6tant 
connectes entre eux par un groupe peptidique interm§diaire distinct ninterferant pas avec la possit>tlft6 
dTexposttton de chacun des deux tetrapeptides.. 

3 - Peptide seton la nsvencKcation 2. caract^rfse par txne cttaihe cbmprenant de 2 a 10 residus alanme. 

4 - Peptide seton la revendcatlon 1 . caract6ris6 par les formules : 

X R F P g ~ EL Z 

X RE y F P 9 Z 

X RE ~— RFDS EL Z 

dans lesquelles chaque l^t V repr^nte un r^sidu d*ammoacide et X et Z ont les stgnificattons 
sus-lndiqudes, . 

S- Peptide choisi parmi : 
REVLE WRFDS RLAFHHVAREL REVLE WRFDS KLAFHHVAREL REVLE WRFDS KtAFHHMAREL 

6 - Peptide selon Tune quelconque des revendications 1 & 5. caracteris6 en ce que le nombre total 
d'addes amin^ quH contient ne d^passe pas 50. avantageusement est inf 6rieur k 30, voire meme a 20. 

7 - Peptide selon la revendication 1 de formute : 
X JRFDSD Z (XD) 

dans laquelle X et Z ont les significations sus-indiqu6es et J est A. V ou L ces peptides comportant de 6 & 
20. voire 30 residus aminoacyle. ~ 

8 - Peptide seton la revencBcation 7 caract^ris^ en ce quH est choisi panrn : 
VRFDSD. 

LRFDSDL 

9 - Peptide selon la revendication 1 deformule : 
X EEBJRFDSDVGE Z (XVI) 

dar>s laquelle : " 

X et Y ont les significations susnndtquees. 

B est choisi parrni Y, S. D, F ou N, plus particulierement Y ou D, fet 

J est choisi parmi A. V. L et 
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10 



15 



avec F pouvant ^nluenerneni §tre remplace par Y, ces peptides comprendnl de 12 & 20, voire 30 r^dUs 

10 - FeptkJe setoh la revendicatibn 9, caract6ris6 en ce qu*» amsiste en un dodecapeptide. 

1 1 - Peptide selon la revendication ia Cdract6ris§ par ta formute : 
EEBJRFtiSVGE 

dansiaquelte B a la sign'tfication sus-indiqu^e. 

12 - Peptide selon la revendication 10 dans lequel B est 

13 * Peptide caraclferis6 par la presence d'une sfequence RADS. qui peut comporter jusqu*A 20, voire 
30 groupes rfesrdus aminoacyle. et comportant de part et d'autre de la sequence RADS des sdquences 
peptidiques n'imerfferant pas avec la capacitfe de ta sfequence RADS h etre reconnue par des molecules 
HLA humaines. plus particulierementHLA-DR. 

14 - Peptide choisi parmi : 
RFDSAASDFR 
SDFRAARFDS 
RADSAASDAR 
SDARAARADS. 

15- Antlcorps de pr§fference monoclonaux. caracteris6s par leur capacit6 de reconnaissance 
spfecrfique de Tun des peptides selon 1' une quelconque des revendications T k 14. 

16- Proc6d6 d'inhibition de Tadhdsion de virus l^V a des lymphocytes T4 cornprenant la mise en 
contact spit des virus, sort des lymphocytes, avec un peptide conforme d I'une quelconque des a> 
reven^fications 1 A 15. 

17 - Proc6d6 pour d^tecter dans un fluide biologique. par exemple le sMjm d'un malade. des antlcorps 
dirigfes centre la rfegion du genome du wrus LAV qui contient la sequence RFDS, qui comprend la mise en 
contact dp ce fluide. biologique avec le vims dans des conditions propres 4 permettre ta rtactlon 
Immunologiquesous-tendant la di&lectiondu virus. 

18 - Peptide chctfsl parmi Tun des suivanls : 
VLEW 

RLAFHHVAR 
klAFHHVAR 
. RLAFHHMAR. 

I 19 AnttCQips monoclonaux sp6cifiquenf»ent dirigfis contro Kun des peptides de la reVencficatlon 18. 
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